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A method of direct extraction of cellular material from a tissue sample which involves: forming an image 
field of cells of the tissue sample utilizing a microscope, identifying at least one zone of cells of interest 
from the image field of cells which at least one zone of cells of interest includes different types of cells 
than adjacent zones of cells, and extracting the at least one zone of cells of interest from the tissue 
sample. The extracted zone(s) of cells is subjected to analysis. The overall process of identifying, 
extracting, transporting, and analyzing the extracted zones(s) of cells can be fully automated. 
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Beschreibung 

Teffhuischqe QebiqE 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Vorrich- 
tungen zur Analyse von Zellproben. Insbesondere betrifft die 
vorliegende Erf indung Verfahren und Vorrichtungen zur Mikro- 
dissektion und Analyse von Zellproben, die in Verbindung mit 
einer Anzahl verschiedener Techniken verwendet werden kdnnen, 
die die Analyse von Enzymen, raRNA und DNA aus reinen Popula- 
tionen oder Subpopulationen bestinmiter Zelltypen erm&glichen. 

Technolo<rischer Hinterorund 

Viele Krankheiten werden heute auf raolekularer und genet i- 
scher Ebene verstanden. Die Analyse solcher Molekaie ist wichtig 
fflr die Krankheitsdiagnose und -prognose. Friihere Verfahren zur 
direkten Extraktion von Zellgewebematerial aus einer Gewebeprobe 
sind begrenzt, weil die Extraktion nur den durchschnittlichen 
Gehalt von krankheitsassoziierten Markern widerspiegelt . In der 
Realit&t sind Gewebe sehr heterogen, und die meisten diagnosti- 
schen Teile des Gewebes kfinnen auf ein paar hundert Zellen oder 
weniger in einer Lasion begrenzt sein. 

Die molekulare Untersuchung von Human -Tumoren ist derzeit 
durch die Techniken und Modellsysteme, die far ihre Charakteri- 
sierung zur Verfugung stehen, begrenzt. Uhtersuchungen zur 
quantitativen Oder qualitativen Beurteilung- von Proteinen oder 
Nucleins&ureexpression in Human -Tumor zellen werden durch diverse 
Zellpupulationen, die in Bulk-Turaorproben vorhanden sind, er- 
schwert . Histologische Pelder invasiver Tumoren zeigen typi- 
scherweise eine Anzahl von Zelltypen, einschlieSlich Tumor zel- 
len, Stromazellen, Endothel zellen, normaler Epithelzellen und 
Inflammations -Zellen. Da die Tumor zellen oft einen relativ 
geringen Prozentsatz der gesamten Zellpopulation ausmachen, ist 
es schwierig, die Bedeutung eines Netto-Proteins oder von 
Nucleinsaureveranderungen in diesen Proben zu interpret ieren. 

Die Prozesse der Tumor invasion und Metastasenbildung h&ngen 
von einer erhdhten proteolytischen Aktivit§t der eindringenden 
Tumorzellen ab. Matrix-Metallproteinasen, die Kathepsine B, D 
und L, und Plasminogen -Aktivat or wurden in der Metastasen- 
Kaskade impliziert. Es wurde angenommen , dafi Kathepsin D ein 
unabhangiger Marker fUr die Prognose bei Brustkrebs ist, Mehrere 
korrelierende Beweisftihrungen untersttttzen das Konzept, dafi 



Proteasen bei der Tumor- Invasion eine wichtige Rolle spielen, 
einschliefilich; eine erhdhte Protease -Aktivit at und/oder eine 
ver&nderte subzellulSre Verteilung von Proteaaen in stark 
metastaeierenden Turaorzellinien, verstarkte Protease-Expression 
in invasiven Human -Tumoren, wie mittels Inununohistochemie als 
auch Untersuchungen von Tumorgewebe-Homogenaten festgestellt , 
und erhdhte mRNA-Spiegel bei Human -Tumor en. Alle diese Techniken 
haben wichtige Informationen betreffend die Protease -Expression 
bei Human- Tumoren geliefert, sie haben jedoch keinen definitiven 
Beweis dafflr geliefert, da£ Proteasen in spezifischen Regionen, 
in welchen eine Tumorinvasion stattfindet, vermehrt vorkomraen. 

Mit Untersuchungen von Human-Tumorzellen in Kultur sind die 
komplexen Wechselwirkungen der Tumorzellen mit Wirtszellen und 
extrazellulSrer Matrix nicht belegbar, und nicht nachweisbar, 
wie sie die Tumorzellprot ease -Produktivi tat oder -Aktivierung 
regulieren konnten. Die immunohistochemische Parbung ermdglicht 
es, die Enzymverteilung in Bereichen der Tumorinvasion zu unter- 
suchen, doch sind die Ergebnisse je nach Gewebef ixierung und 
Antik6rper-Antigen-Af finitat verschieden und ergeben nur eine 
semiquantitative Beurteilung der Proteinmengen. Weiters ist die 
quantitative Interpretation der Farbungsergebnisse wegen der 
Veranderlichkeit der Farbungsmuster innerhalb der Gewebeschnit- 
te, der subjektiven Beurteilung der Farbungsintensitat und der 
Schwierigkeit bei der Interpretation der Bedeutung von Stroma- 
Farbung kompliziert . AuSerdem unterscheiden viele bei der Unter- 
suchung von Proteasen verwendete Antik6rper das Proenzym nicht 
vom aktiven Enzym-Spezies . Untersuchungen der Enzym- oder mRNA- 
Mengen aus Homogenaten von Human -Tumoren geben weder einen Auf- 
schlufi Ober die Mischpopulationen der Zellen innerhalb der Pro- 
be, noch flber die begleitenden pathophysiologischen Prozesse, 
die mSglicherweise im Gewebe ablaufen* 

Die vorliegende Erfindung ist auf eine Probennahme-Technik 
zur Mikrodissektion von Zellgewebe gerichtet, die eine Untersu- 
chung spezifischer histologischer Felder und Zellpopulationen 
innerhalb dieser Felder erm6glicht. 

Die EP-A-0 539 888 betrifft eine Vorrichtung zur Auswahl von 
Zellen u. dgl.: zuerst werden Zellen u. dgl. auf einera Trager- 
element in einer einzigen Schicht angeordnet. Bin Detektor 
detektiert dann jede optische Eigenschaft der Zellen u.dgl., und 



Detektoren detektieren jede Position der Zellen u.dgl. in bezug 
auf die Struktur. Die durch die Detektoren erhaltenen Daten 
werden in einer Speichervorrichtung gespeichert. GemaS den 
gespeicherten Daten bewegt eine Steuereinrichtung ein Greif - 
Element in den dreidimensionalen Richtungen relativ zum 
T&gerelement . Das Gre if -Element erfafit irgendwelche der Zellen 
u.dgl., die eine spezifische optische Eigenschaft haben, uber 
ein Klebemittel. Jede der spezifischen Zellen u.dgl,, die am. 
Greif -Element haftet, iat vom Greif -Element losbar. Dieses 
Dokument lehrt keine direkte Extraktion von Zellraaterial aus 
einer Gewebeprobe. Eine derartige Probe stellt jedoch Probleme 
dar, die beim Re ferenz- Verfahren nicht angetroffen werden. 
Wei t era legt dieses Dokument einen Schritt des Analysierens des 
extrahierten Zellmaterials auf molekularer Ebene nicht nahe. 

Dae deutsche Patent DE-B 1 074 885 betrif ft ein Verfahren 
zur Auswahl von Mikrof ossilien aus Sedimenten Oder fein zerraah- 
lenem Gestein. 

Das US-Patent US-A-4 749 868 betrifft ein Verfahren zur Ver- 
arbeitung einer wasserh&ltigen Probe unter einem Scdn-Elektro- 
nenmikroskop und eine Vorrichtung: Fragmente werden aus einer 
rohen, wasserhaitigen Probe, wie einem an einer Pflanze haf ten- 
den Pilz, extrahiert. Die Probe wird rasch gefroren und unter 
Vakuum grofcteils . beliebig zerschnitten. In der Probe enthaltenes 
Wasser wird sublimiert, und die Probe wird mit leitf&higem Mate- 
rial uberzogen. W&hrend die Probe mittels eines Scan-Elektronen- 
mikroskops betrachtet wird, werden niitzliche Fragmente mit einem 
Mikromanipulator aus der Probe extrahiert. Diese Dokument ist 
jedoch auf die Verwendung einer w Nadel" gerichtet, und auSerdem 
lehrt diese Dokument keine Analyse auf molekularer Ebene und 
legt diese auch nicht nahe* 

Offenbarunq der Erfinflunq 

Demgem&S ist es ein Ziel der vorliegenden Erfindung, ein 
Verfahren zur Identif izierung spezifischer Zellen in einer 
Zellgewebeprobe vorzusehen. 

Ein anderes Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, ein 
Verfahren zur direkten Extraktion spezifischer Zellen aus einer 
Zellgewebeprobe vorzusehen. 

Es ist ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung, ein 
automatisiertes Verfahren zur Identif izierung spezifischer 



Zellen in einer Zellgewebeprobe vorzusehen. 

Ein wei teres Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, ein 
automatisiertes Verfahren zur direkten Extraktion spezifischer 
Zellen aus einer Zellgewebeprobe vorzusehen. 

Noch ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, 
ein Verfahren zum Erhalt reiner Zellpopulationen aus einer 
Zellgewebeprobe vorzusehen. 

Gem&fi diesen und weiteren Zielen der vorliegenden Erfindung, 
die im Verlauf der Beschreibung offenbar werden, sieht die vor- 
liegende Erfindung ein Verfahren zur direkten Extraktion von 
Zellmaterlal aus einer Gewebeprobe vor, welches umfaSt: 

a) das Vorsehen einer auf einem ObjekttrSger angebrachten 
Gewebeprobe mit einer Vielzahl von Zonen von Zellen; 

b) die Bildung einea Bildfeldes von Zellen dieser Gewebe- 
probe unter Verwendung eines Mikroskops; 

c) das Identif izieren raindestens einer Zone von Zellen, an 
welchen ein Interesse besteht, in diesem Bildfeld der Zellen, 
wobei die mindestens eine Zone der Zellen, an welchen ein Inter- 
esse besteht, eine andere Zellart aufweist als eine benachbarte 
Zone von Zellen; 

d) das Extrahieren dieser mindestens einen Zone von Zellen, 
an welchen ein Interesse besteht, aus dieser Gewebeprobe durch 
Mikrodissektion durch: 

dl) i) Kontaktieren der mindestens einen Zone von Zellen, an 
welchen ein Interesse besteht, mit einer an der Spitze mit Kleb- 
stoff versehenem Sonde, die einen Kontaktf lachenbereich hat, der 
gleich oder nicht gr66er als ein Fl&chenbereich der mindestens 
einen Zone von Zellen ist, an welchen ein Interesse besteht, wo- 
bei die relative KlebestSrke des Klebstof fs an der Spitze dieser 
Sonde grdSer ist als die Klebest&rke der einen Zone von Zellen, 
an welchen ein Interesse besteht, auf dera Objekttrtger; und 
nachfolgendes 

dl) ii) Zuriickziehen der an der Spitze mit Klebstoff verse- 
henen Sonde aus der Position des Kontakts mit der Gewebeprobe, 
wodurch bewirkt wird, dafi die mindestens eine Zone von Zellen, 
an welchen ein Interesse besteht, im Bildfeld der Zellen, die am 
Kontaktf l&chenbereich der an der Spitze mit Klebstoff versehenen 
Sonde haften, durch Mikrodissektion weggezogen werden; bevor 
schliefilich 
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e) die extrahierte mindestens eine Zone von Zellen, an wel- 
chen ein Interesse besteht, analysiert wird. 
Kurze Beschreibuncr der Zeichnunaen 

Die vorliegende Erfindung wird unter Bezugnahme auf die 
beigefilgten Zeichnungen beechrieben, die lediglich als nicht- 
einschrankende Beispiele angefihrt Bind, worin: 

Fig. 1 ein Funktions-Systerasschema ist, welches zeigt, wie 
eine Gewebeprobe mikroskopisch als Bild dargestellt wird, auf 
einem Display-Monitor gezeigt wird, und wie ein Bereich der als 
Bild dargestellten Probe ffir eine nachfolgende Mikrodissektion 
und Analyse ausgewahlt und identif iziert wird; 

Fig. 2a- 2c eine Reihe von Funktions-Systemsschemata sind, 
die zeigen, wie eine Zone einer Gewebeprobe gera&fi einer Aus- 
fiihrungsform der vorliegenden Erfindung aus der auf einem 
Objekttr&ger angebrachten Gewebeprobe extrahiert wird; 

Fig. 3 eine schematische Darstellung einer alternativen Vor- 
richtung zum Extrahieren von Proben-Zonen aus der auf einem 
Objekttrager angebrachten Gewebeprobe ist; 

Fig. 4a und 4b schematische Darstellungen eines raanuellen 
Extraktionsgeratsmanipulators sind, welcher zusaramen mit der 
Extraktions-Vorrichtung der Fig. 3 gemafc der vorliegenden Er- 
findung verwendet werden kann; 

Fig. 5 ein Funktions-Systemsschema ist, welches zeigt, wie 
eine Zone des Probengewebes zu einem geeigneten Analyse -Proto- 
koll geleitet werden kann; 

Fig. 6a und 6b die Expression von MMP-2 in zehn Fallen von 
invasivem Kolonkarzinom (Fig. 6a) und in fCLnf Fallen von inva- 
sivem Brustkarzinom (Fig. 6b) im Vergleich zu normaler Kolon- 
Schleimhaut derselben Patienten zeigen; 

Fig. 7 die SSCP-Analyse der MMP-2-Aktiviemngsstelle zeigt. 

Beste Art der Purchf tthruncr der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung ist auf ein Verfahren zur Analyse 
von Zellmaterial auf molekularer oder genetischer Ebene gerich- 
tet, bei welchem: ein Feld von Zellen in einer Gewebeprobe unter 
einem Mikroskop sichtbar gemacht wird, ein identif iziertes Ge- 
biet mit einer Oberf lache in Kontakt gebracht wird, welche 
gleichzeitig ein Zellmaterial, an dem ein Interesse besteht, 
16st, extrahiert und/oder festh&lt, und das Zellmaterial, an dem 
Interesse besteht, zu einem geeigneten Analysesystem transfe- 
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riert wird. Die vorliegende Erfindung 1st insbesondere auf die 
Analyse von lokalen Gewebsenzymen, Antigenen, DNA, RNA u.dgl. 
anwendbar . 

Die vorliegende Erfindung ist auch auf ein vollautomatisier- 
tes System gerichtet, mit welchem ein Gewebe auf einem Bild- 
schirm sichtbar gemacht verden kann, so daS ein prSzises Feld 
von Zellen, an dem ein Interesse besteht, durch verschiedene 
Markierungen identif iziert und abgegrenzt werden kann, um danach 
automatisch extrahiert und analysiert zu werden. 

Fig. 1 ist ein Funktions-Systemschema, welches zeigt, wie 
eine Gewebeprobe mikroskopisch als Bild dargestellt wird, auf 
einem Display-Monitor gezeigt wird, und wie ein Bereich der ale 
Bild dargestellten Probe fOr eine nachfolgende Mikrodissektion 
und Analyse ausgew&hlt und identif iziert wird. Wie in Fig. l 
dargestellt, wird eine Gewebeprobe l auf einem Glas-ObjekttrSger 
2 zur mikroskopischen Untersuchung und bildlicben Darstellung 
vorgesehen. Das Probengewebe 1 kann auf dem Glas-Objekttr&ger 2 
gemSG jeder herkommlichen Methode, einschlieSlich Befestigung 
auf dem Glas-Objekttrager 2 mit einem Agarose-Gel, Fixieren der 
Gewebeprobe in Paraffin etc. fixiert werden, 

Der Glas-Objekttrager 2 mit dem darauf angebrachten Proben- 
gewebe l wird auf den Tisch eines Mikroskops gegeben. Das 
Mikroskop, allgemein mit dem Bezugszeichen 3 bezeichnet, 
empf&ngt ein Bild der Gewebeprobe 1. Eine (nicht dargestellte) 
Videokamera ist mit dem Mikroskop 3 verbunden. Die Videokamera 
empf Sngt das Bild des Probengewebes 1 vom Mikroskop 3 und zeigt 
das Bild der Gewebeprobe auf einem Display-Monitor 4 an. 

Das Bild des Probengewebes 1 ist auf das "Feld" des 
Mikroskops 3 fdr irgendein gegebenes Bild begrenzt. Wie in Fig. 
1 angezeigt, kann das Feld des Probengewebebildes mehrere Zonen, 
"A" $ "B", «C" und »D» verschiedener Zellarten inkludieren, die 
durch Verwendung von geeigneter (geeigneten) Farbe(n) zum F£rben 
der Gewebeprobe optisch unterschieden werden kdnnen. Als Bei- 
spiel wird in den Fig. l und 2a- 2c angenommen, daft die Zone "B" 
die Zone des Zellmaterials ist, an der ein Interesse besteht. 
Das Bild auf dem Display-Monitor 4 wird von der Bedienungsperson 
verwendet, um eine Oder mehrere Zonen der Gewebeprobe 1, an der 
ein Interesse besteht, auszuw&hlen. Gem&£ einer Ausffchrungsform 
der vorliegenden Erfindung bet&tigt die Bedienungsperson, nach- 
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dem die Zone(n), an der (denen) ein IntereBse besteht, ausge- 
wahlt und identif iziert wurde (n) , manuell eine Vorrichtung zum 
Extrahieren der identif izierten Zone(n) vom Glas-Objekttrager 2. 
Die extrahierte (n> Zonen (n) des Probenmate rials kdnnen entweder 
eine Ana lys en -Probe inkludieren. Andernfalls kann (kftnnen) die 
identif izierte(n) und extrahierte <n) Zone(n) Zonen inkludieren, 
die zu verwerfen sind f und die tlbrigefn) Zone(n), die auf dem 
Glae-Objekttrager 2 zurQckbehalten werden, kdnneri sp&ter analy- 
siert werden. 

ZusStzlich zur manuellen BetStigung, die nachstehend genauer 
besprochen wird, ist es moglich, gemaS einer anderen Ausftth- 
rungsforra der vorliegenden Erfindung das Bild auf dera Display- 
Monitor 4 zu verwenden, urn (eine) Probenzone (n) auszuwShlen und 
zu identifizieren, deren relative Position unter Verwendung 
eines Computers bestimmt wird r welcher ein digitalisiertes 
Signal des Bildes von der Videokamera {oder dem Mikroskop) er- 
h&lt, und welche eine Ref erenz-Position auf dem Tisch des 
Mikroskops 3, auf dem die Probe gehalten wird, erhalt. Solche 
Positionierungedetektions- und Erkennungssysteme sind auf diesem 
Gebiet herk6mmlich und k6nnen leicht angewendet werden, urn das 
Proben-Pr&parationsverfahren der vorliegenden Erfindung zu auto- 
matisieren* Bei dieser automatisierten AusfGhrungsform der Er- 
findung kann der Computer, der die Positionierungsdetektion unci 
Erkennung durchfuhrt, auch dazu verwendet werden, die Bewegung 
der nachstehend besprochenen Vorrichtungen, die zum Extrahieren 
von Gewebe zonen verwendet werden, zu steuern, womit die Proben- 
entnahme automat isiert wird. AuSerdem kann das Bild der Probe 
elektronisch abgetastet werden, urn Zonen mit einem vorbestimmten 
Oder relevant en F&rbungsgrad automat isch zu identifizieren, wo- 
bei bekannte Techniken und Vorrichtungen verwendet werden. Somit 
kdnnte bei einer bevorzugten Ausftthrungsform ein Computer ver- 
wendet werden, urn Zonen, an denen ein Interesse besteht, und die 
relative Position solcher Zonen auszuwShlen und zu identifizie- 
ren, urn eine Vorrichtung zum Entfemen solcher Zonen auf auto- 
raatisierte Weise zu betitigen. 

Die Fig. 2a-2c sind eine Reihe von Funktions-Systemssche- 
mata, die zeigen, wie eine Zone einer Gewebeprobe 1 gemaS einer 
Ausffthrungsf orm der vorliegenden Erfindung aus der auf einem 
Objekttrager angebrachten Gewebeprobe 1 extrahiert wird. Selbst- 
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verst&ndlich kdnnten die in Fig. 2a-2c dargstellten Schritte 
entweder manuell von einer Bedienungsperson oder von einem 
Computer unter Verwendung herkdmmlicher Positionier- und Steuer- 
methoden, z.B. Gomputer-gesteuerter Robotertechniken, durchge- 
f-Qhrt werden. 

Die in den Fig. 2a- 2c dargestellte Ausffihrungsf orm der Er- 
findung verwendet eine Kontaktsonde 5, die an ihrer Spitze ein 
Klebstoff /Extraktionsreagens 6 aufweist. Bin geeignetes Kleb- 
stoff/Extraktionereagens kann eine Mischung aus Piccolyt und 
Xylol inkludieren. In Fig. 2a wird die Kontaktsonde 5 entweder 
manuell oder mittele Compute rsteuerung so positioniert , da£ sie 
\iber der zu extrahierenden Probenzone { "B") iat und mit dieser 
fluchtet. Wie aus Fig. 2a leicht verstandlich ist, mufi der Ober- 
f l&chenbereich der Kontaktsondenspitze (und das Klebstoff /Ex- 
traktionsreagens) etwa gleich dem Oberf ISchenbereich der zu ex- 
trahierenden Zone sein und nicht grGEer als diese. Andernfalls 
kommt es zu einem uberm&fiigen Entfernen von benachbarten Gewe- 
bezonen. 

Sobald die Spitze der Kontaktsonde 5 mit der zu extrahieren- 
den Probenzone (»B«) fluchtet, wird die Kontaktsonde 5 abge- 
senkt, so dafi das Klebstoff /Extraktionsreagens 6 an der Spitze 
derselben mit der Probenzone in Kontakt kommt (Fig. 2b)-. 

DaB Klebstoff /Extraktionsreagens 6 wird so ausgew&hlt, dafi 
es an der Probenzone leicht anhaftet. Sobald das Klebstoff /Ex- 
traktionsreagens 6 an der Spitze der Kontaktsonde 5 mit der 
Probenzone in Kontakt gelangt (Fig. 2b) und die Probenzone daran 
haftet, kann die Kontaktsonde 5 aus der (in Fig. 2b gezeigten) 
Kontaktposition zurttckgezogen werden und wie in Fig. 2c gezeigt 
bewegt werden. Da die relative AdMsionskraft des Klebstoff /Ex- 
traktionsreagens grftfier als die AdhSsionskraf t ist, die zum 
Anbringen der Probe auf dem Glas-Objekttrager verwendet wird, 
zieht die Kontaktsonde 5 die Probenzone "B" vom Glas-Objekt- 
trAger weg, wenn sie ein- oder zurttckgezogen wird. Gem&£ einer 
Auefilhrungsform der vorliegenden Erfindung wurde eine Glas- 
pipette als Kontaktsonde 5 verwendet. Bei dieser Aus fiihrungs form 
wurde die Spitze der Glaspipette mit einer Ldsung aus Piccolyt 
(568g/l) und Xylol (437,5 g/1) ilberzogen, indent die Spitze der 
Glaspipette in die Piccolyt/Xylol-L6sung eingetaucht wurde. 

Zusatzlich zum Entfernen der Probenzone vom Glas-Objekttr&- 
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ger 2, kann die Kontakt sonde 5 verwendet werden, um die extra- 
hierte Probenzone zu einem Analysebehalter 7 zu transferieren, 
wie in Pig. 2c gezeigt, oder zu irgend einem anderen Ort, wie 
einem Abf allbehaiter , einem Kulturmedium usw. , zu bringen. Bei 
einer bevorzugten Ausftlhrungsform wird die Kontaktsonde 5 ver- 
wendet, urn die extrahierte Probenzone zum Probenaufnahmetisch 
eines automatisierten klinischen Analyse -GerSts zu bringen, das 
so gestaltet ist, dafi es eine gewflnschte Analyse der Probenzone 
durchftthrt. Es ist somit verst&ndlich, dafi die vorliegende Er- 
findung ein vollst&ndig automatisiertes Verfahren und System zur 
Identifizierung von Probenzonen auf einer auf einem ObjekttrSger 
angebrachten Probe, das Entfernen der Probenzonen, an denen ein 
Interesse besteht, von der am Objekttr&ger angebrachten Probe, 
und das Transport ieren der extrahierten Probenzonen zu einem 
automatisierten Analyse-Ger&t, das eine automatisierte Analyse 
der extrahierten Probenzonen durchfiihren kann, vorsehen kann. 

In Fig. 2c ist gezeigt, dafi die extrahierte Probenzone in 
einem Beh&lter 7 abgegeben ist, der beispielsweise ein Test- 
rdhrchen oder ein &hnlicher Beh&lter sein kann, in welchem die 
Analyse der extrahierten Probenzone begonnen oder durchgefdhrt 
werden kann. Wie in Fig. 2c dargestellt, kann eine Reagenel6sung 
8, die alles oder einen gewttnschten Bestandteil der extrahierten 
Probenzone von der Kontakt sondenspitze entfernt, in den Beh&lter 
7 gegeben werden, bevor die extrahierte Probenzone hineingegeben 
wird. Beispielsweise kann ira Falle einer DNA-Analyse eine L6sung 
aus Tris (50 mM, pH 8,5), EDTA (1 mM) , Tween 20 (0,5%) und 
Proteinase K {0,2 mg/ml) verwendet werden, urn die extrahierte 
Probenzone von der Spitze der Kontaktsonde 5 zu entfernen und 
das Gewebematerial fCLr Analysezwecke zu Idsen. 

Zus&tzlich zur in den Fig. 2a-2c gezeigten Kontaktsonde 
k6nnte auch eine hohle Saugsonde verwendet werden, um Proben- 
zonen von der auf dem Objekttr&ger angebrachten Gewebeprobe l zu 
extrahieren. Eine solche Saugsonde k6nnte mit einer scharfen 
ringfSrmigen Spitze versehen sein, rait welcher Probenzonen 
herausgestanzt und durch Saugkr&fte extrahiert werden k6nnten. 

Fig. 3 ist eine schematische Darstellung einer alternativen 
Vorrichtung zum Extrahieren von Probenzonen von einer auf einem 
Objekttr&ger angebrachten Gewebeprobe 1. Die in Fig. 3 gezeigte 
Extraktionsvorrichtung B inkludiert eine Schneidklinge 10 und 
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einen Greifarm 11. Der Greifarm 11 kann in in bezug auf die 
Schneidklinge 10 entgegengesetzte Weise bewegt werden. Der 
Greifarm 11 ist in Pig. 3 in seiner gedffneten Position gezeigt. 
Der Greifarm 11 ist von der veranschaulichten gedffneten Posi- 
tion in eine geschlossene Position bewegbar, in welcher die 
Spitze des Greifarms 11 die Schneidklinge 10 berahrt . Die Bewe- 
gung des Greifarms 11 kann durch ein Seil- und Rillenschei- 
bensystem gesteuert werden, mit welchem bewirkt wird, dafi der 
Greifarm 11 an seiner Basis schwenkt, indem ein Zug an ein Seil 
angelegt wird, das durch eine an der Basis des Greifarms 11 
befindliche Rillenscheibe hindurchiauf t . Der Zug auf das Seil 
kann durch Betfitigung eines Hebels oder NiederdrGcken eines 
Knopfes 12 an der Vorrichtung, die die Spannung an das Seil auf 
bekaxinte Weise angelegt hat, angelegt werden. Solche mechanische 
Betatigungskonstruktionen sind auf dem Gebiet der Greifvorrich- 
tungen bekannt. 

Bei der Betatigung der Vorrichtung der Fig. 3 kann die 
Schneidklinge 10, die in bezug auf die Mittelachse der Vor- 
richtung in einem stumpfen Winkel steht, einen Teil der Gewebe- 
probe ausschneiden und herausheben, indem die Schneidklinge 10 
auf einen Rand eines Teils der zu extrahierenden Gewebeprobe 
placiert wird und der Greifarm ll dann in die geschlossene 
Position bewegt wird. wahrend der Greifarm ll mit der Gewebe- 
probe in Kontakt gelangt, zieht er die Schneidklinge 10 in die 
Probe und drttckt einen Teil der Probe zur Schneidklinge 10 hin 
und bewirkt dadurch, dafi ein Teil der zwischen der Schneidklinge 
10 und dem Greifarm ll in Kontakt befindlichen Probe herausge- 
schnitten und aus der Probe herausgehoben wird, 

Bei einer weiteren, alternativen Ausfilhrungsf orm der Vor- 
richtung der Fig. 3 kann die Bewegung des Greifarms ll durch ein 
Zahnrad anstelle einer Rillenscheibe und eine darait zusammenwir- 
kende Zahnstange anstelle eines Seiles bewirkt werden. Solche 
mechanische Konstruktionen sind auf dem Gebiet der Greifvor- 
richtungen bekannt. 

Die Fig. 4a und 4b sind schematische Darstellungen eines 
raanuellen Extraktionsgeritmanipulators, der zusammen mit der 
Extraktionsvorrichtung der Fig. 3 gem&S der vorliegenden Er- 
findung verwendet werden kaiuu In Fig. 4a ist der Kxtraktions- 
ger&tmanipulator mit einer Basis 13 dargeetellt, die mit einer 
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Klemmeinrichtung 14 zur entfembaren Befestigung der Vorrichtung 
an einer Strebe oder einem Tr&gerteil des Tisches eines 
Mikroskops ausgerxlstet ist {vgl. Fig. 4b), Der Klemm-Mechanismus 
inkludiert eine Klemmplatte 15 , die an einer rait einem Gewinde 
versehenen Welle 16 befestigt ist, die durch eine mit einem 
Gewinde versehenen Bohrung 17 in einem unteren Teil der Basis 13 
hindurchtritt . Bin Festziehknopf 18 ist am Ende der mit einem 
Gewinde versehenen Welle 16 vorgesehen. Drehen des Festzieh- 
knopfes 18 bewirkt, daS sich die Klemmplatte 15 in bezug auf 
einen oberen Teil 19 der Basis 13 bewegt. Somit kann der 
Extraktionsgeratmanipulator an einem Teil des Tisches des 
Mikroskops 20 angeklemmt werden, wie in Fig. 4b gezeigt, indera 
ein Streben- oder Sttitzteil 21 des Tisches des Mikroskops 20 
zwischen der Klemmplatte 15 und dera oberen Teil 19 der Basis 13 
positioniert wird und der Knopf 18 gedreht wird, um die Klemm- 
platte 15 am Streben- oder Sttttzteil 21 des Tisches des 
Mikroskops 20 f estzuziehen. 

Der Extraktionsgeratmanipulator inkludiert einen Gerathalter 
22 mit einem darin befindlichen durchgehenden Loch 23 zur 
Aufnahme der Welle eines Extraktionsgerates 24. Idealerweise 
sollte der Gerathalter 22 eine gedarapfte Vor- und Rackw&rts- 
bewegung ftlr das ExtrationsgerAt ermdglichen. Daher enthait die 
durchgehende Bohrung 23 des Ger&thalters 22 gemas einer bevor- 
zugten Ausf flhrungsf orm eine BQchse, die mittels einer Gerat- 
Feststellschraube 24 einstellbar gegen die Geratwelle festge- 
zogen werden kann. 

Der Gerathalter 22 ist durch eine Stfitzwelle 25, die an 
gegenuberliegenden Enden durch gedampfte 360° Drehgelenke 26 und 
27 mit dem Gerathalter 22 und der Basis 13 verbunden ist, abge- 
sttttzt. Die Lange der Stutzwelle 25 zwischen den ged&mpften 360° 
Drehgelenken 26 und 27 ist einstellbar. Die Einstellung der 
unabhSngigen gedampften 360° Drehgelenke 26 und 27 zusammen mit 
der verstellbaren Lange der Stiltzwelle 25 und der Position der 
Geratwelle innerhalb der durchgehenden Bohrung 23 ermdglichen 
einen hohen Bewegungsgrad des Extraktionsgerates in bezug auf 
eine auf einem Objekttrager angebrachte Probe f die auf dem Tisch 
des Mikroskops positioniert ist. Daher kann eine Bedienungsper- 
son ein vom Extraktionsgeratmanipulator gehaltenes Extraktions- 
gerat manipulieren und ausgewahlte Gewebezonen von einer an 
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einem Objekttrager angebrachten Gewebeprobe mit einem hohen 
Prfizisionegrad entfernen. 

Pig. 5 ist ein Funktions-Systemschema, welches zeigt, wie 
eine Zone einer Gewebeprobe zu einem geeigneten Analyse-Proto- 
koll geleitet werden kann. wie in Fig. 5 gezeigt, kann eine 
Mikroextraktion einer Qewebeprobezone aus einer auf einem 
Objekttrager angebrachten Gewebeprobe 1, wie oben besprochen, 
genommen und zu einer Proben-Pr&parationsetuf e 28 transferiert 
werden, in welcher die Zellen, an welchen ein Interesse besteht, 
zwecks Analyse extrahiert und gesararaelt werden kdnnen. Herausge- 
schnittene Zellen kdnnen in dieser Stufe auch solubiliaiert 
werden. Wenn die Zellen, an denen ein Interesse besteht, Dna 
Oder RNA enthalten, wird die extrahierte Probe gewOnschtenfalls 
einer Polymerase-Kettenreaktions- (PGR) Amplif izierung und Hybri- 
disierung, Strang-Konformationspolyraorphie und Southern und 
Nothern blotting unterzogen. Wenn die Zellen, an welchen ein 
Interesse besteht, Proteine enthalten, kann die extrahierte 
Probe einer Enzymzymographie, einem Immunoassay oder einem bio- 
chemischen Test unterzogen werden. 

Die selektive Extraktion oder Mikrodissektion von Gefrier- 
gewebeschnitten gem&S der vorliegenden Erfindung ermdglicht die 
Gewinnung und Analyse sowohl von aktiven Enzymen als auch von 
mRNA. Zus&tzlich ist die aus diesen Schnitten gewonnene DNA im 
nativen Zustand und kann filr Untersuchungen, wie DNA-Finger- 
printing, verwendet werden. Die Mikrodissektion von in Paraffin 
eingebetteten Geweben gera&S der vorliegenden Erfindung ermdg- 
licht eine PCR-Amplif ikation von DNA aus reinen Zellpopula- 
tionen, die weniger als ein Hochleistungsfeld darstellen, oder 
einer einzigen Schicht von Epithelzellen, die ZystenrAume aus- 
kleiden . 

Zur allgemeinen Preparation von Proben ftir Gef rierschnitt- 
Mikrodissektion gemSJ5 der vorliegenden Erfindung k6nnen Mikro- 
dissektions-Objekttr&ger hergestellt werden, indent 1% Agarose 
auf einen Standard-Histologie-Objekttr&ger gegeben wird und ein 
Deckglas darObergegeben wird. Nach einer kurzen Zeitspanne, 
beispielsweise 5 Minuten, wird das Deckglas entfernt, wobei ein 
dOnnes Gel auf dem Objekttrager zurttckbleibt . Ein kleiner 
Gefriergewebeausschnitt, beispielsweise mit einer Dicke von 25 
Mikron, wird auf das Agarosegel gegeben und kurz mit Eos in 
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gefSrbt. Das Gewebe kann auch rait Mitteln zur Denaturierung von 
RNase behandelt werden, je nach der nachfolgenden Extraktions- 
methode. Unter direkter mikroskopischer Sichtbarmachung wird die 
spezifische Zellpopulation Oder Subpopulation, an der ein Inter- 
esse besteht, aus dem Gewebeschnitt unter Verwendung der oben 
beeprochenen Techniken beschafft. 

Zur Enzym-Analyse kann die beschaffte Gewebeprobe in einen 
geeigneten Puffer gegeben werden, je nach dem Enzym, an dem ein 
Interesse besteht. Die Enzymmengen kdnnen mittele mehrerer 
Methoden, einschlieSlich der Zymographie und der Verwendung 
spezifischer f luorometrischer Substrate gemessen werden. Die 
genauen Enzymexpressionsmengen in einer spezifischen Zell- 
population k6nnen bestimmt werden* 

Fflr die messenger -RNA- Analyse kann die Gewebeprobe auf 
Agarose gegeben und njBtigenf alls mit Mitteln zur Denaturierung 
von RNase behandelt werden. Die beschaffte Gewebeprobe wird 
sofort in flussigem Stickstoff gefroren. Das Gewebe kann gleich 
verwendet oder mehrere Monate lang bei -70°C gelagert werden. 
Die mRNA kann unter Verwendung einer Oligo-dT-Saule {Micro-Past 
track-mRNA- Isolation Kit f Invetrogen Co=). Die gewonnene mRNA 
der reinen Zellpopulationen kann unter Verwendung der PCR- 
Technologie amplifiziert und untersucht werden. 

Far die DNA-Analyse kann die Gewebeprobe in einer einstufi- 
gen Extraktionspuf f erlSsung von 50 mM Tris, pH 8,5; 1 mM EDTA, 
0,5% Tween 20 und 0,2 mg/ml Proteinase K gegeben und vier Stun- 
den lang bei 37 °C inkubiert werden, gefolgt von einer zehnmimi- 
tigen Inkubation bei 95 °C. Die gewonnene DNA kann mittels PCR- 
Technik amplifiziert und analysiert werden. Wenn native DNA fiir 
DNA-Fingerprinting benfitigt wird, kann Porteinase K nach DNase 
zugegeben werden. 

Zur Paraff inschnitt-Mikrodissektion werden routinem&Sig in 
Formalin fixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte nach 
Entparaffinierung und kurzer FSrbung mit Eosin der Mikrodissek- 
tion unterzogen. Die Gewebeschnitte werden durch Direkt-Mikro- 
skopie sichtbar gemacht, und Zellpopulationen oder Subpopula- 
tionen, an welchen ein Interesse besteht, werden unter Verwen- 
dung einer raodif izierten Glaspipette mit der oben besprochenen 
Klebstof f -ttberzogenen Spitze beschafft. Mit diesjem Verfahren 
k6nnen selbst Gewebeproben, die auch nur die Gr6Se einer Zelle 
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haben, beschafft werden. Die Spezifit&t der Diseektion stellt 
eine bedeutende Verbesserung gegenOber derzeit bekannten 
Techniken dar. 

Fiir die DNA-Analyse von in Paraffin eingebettetem Gewebe 
wird die Glaspipette mit der herausgeschnittenen Gewebeprobe in 
einer einstufigen Extraktionspuf ferl&sung aus 50 mM Tris, pH 
8,5; 1 mM EDTA, 0,5% Tween 20 und 0.2 mg/ral Proteinase K gege- 
ben, die das ' Gewebe von der Pipettenspitze entfernt. Je nach der 
GrSSe der Probe wird sie 2 bis 24 Stundea lang bei 3 7°C inku- 
biert, gefolgt von einer zehnminQtigen Inkubation bei 95°C. Die 
Glaspipepptenspitze kann dann sterilisiert und wiederverwendet 
werden. 

Merkmale und Charakteristika der vorliegenden Erfindung 
werden durch die folgenden Beispiele veranschaulicht , auf welche 
die vorliegende Erfindung als nicht eingeschrankt angesehen 
werden soil. In den Beispielen und im ganzen Text sind die 
Prozentangaben Gewichtsprozent , soferne nicht etwas anderes 
angegeben ist. 

Die folgenden Beispiele wurden durchgefuhrt bei einero Ver- 
such um festzustellen, ob die vorliegende Erfindung verwendet 
werden kfinnte, um die Proteaseverteilung wShrend einer Human - 
tumorinvasion genauer zu studieren. Die MMP 2- und Kathepsin B- 
Mengen in Feldern invasiver Brust- und Kolonkarzinome wurden 
gemessen, um zu beurteilen, ob die Enzyme in die a en Regionen im 
Vergleich zu entsprechenden Anzahlen normaler Zellen desselben 
Patient en mengenmafcig zugenommen hat ten. 

In den folgenden Beispielen wurden norma le und Tumor -Proben 
von Kolon- und Brust gewebe aus chirurgischen Resektionen bis zur 
Analyse in gefrorenem Zustand (-70°C} gehalten. Gewebeschnitte 
von invasivem Brust- und Kolonkarzinom wurden aufgrund histo- 
logischer Evaluierung ausgew&hlt. Ftir die Tumorschnitte wurden 
histologische Gewebe f elder, die invasiven Tumor und Stroma ent- 
hielten, ausgewShlt, jedoch kein normales Epithel Oder betrScht- 
liche Mengen an Inflammations- Zellen. Die Kontrollschnitte von 
normalem Gewebe enthielten Epithel und einen dCinnen Schnitt von 
darunterliegendem Stroma. Das VerhSltnis von Epithel- und 
Stroma-Gewebe war sowohl fttr normale als auch fttr Tumorschnitte 
Shnlich. 

In den Beispielen wurden Mikrodissektions-Objekttr&ger zube- 
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reitet, indem Standard-Histologie-Objekttr&ger rait 200 Micro- 
liter warmer Agarose (1*) bedeckt und ein Deckglas darttbergelegt 
wurde. Nach fiinf Minuten wurde das Deckglas entfernt, wobei ein 
dftnnes Bett aus Agarose auf dem Objekttr&ger zuriickblieb. 
Gefrierschnitte rait einer Dicke von 20 Mikron wurden in einera 
Kryostat hergestellt und auf das Agarose-Gel gegeben. Das Gewebe 
wurde kurz in Eosin eingetaucht. Bine optimale Mikrodissektion 
wurde erreicht, indem man am Rande jedes Schnittes begann und 
systematisch histologische Felder, an denen ein Interesse be- 
stand, mit der Mikrodissektionsvorrichtung der Fig. 3 heraus- 
schnitt und abtrennte. Gebiete, an welchen ein Interesse be- 
stand r wurden auf dem ObjekttrSger far eine nachfolgende Analyse 
zurilckbehalten. Der DNA-Gehalt der Proben wurde mittels spektro- 
photometrischer Messung bei 260 nM bestimmt. Der DNA-Gehalt 
jeder Probe war proportional zur Anzahl der Zellen, die in jedem 
histologischen Schnitt gez&hlt wurden. 
Beispjel 1 

Bei diesem Beispiel wurden von jedem Probanden Proben von 
normalem und von Tumorgewebe, deren Zellenanzahl einander ent- 
sprach, analysiert. Die Mengen an MMP-2 wurden raittels Zyrao- 
graphie bestimmt und unter Verwendung eines Arcus -Scanners 
quantitativ bestimmt. Die Brgebnisse wurden unter Verwendung des 
Student- t -Tests statistisch analysiert. Die Kathepsin B-Mengen 
wurden als ^ maLX gegen das Substrat Z -Arg- Arg-NHMec bestimmt. 

Die Ergebnisse dieses Beispiels sind nachstehend in Tabelle 
1 angegeben, welche die Kathepsin B-Aktivitat in einander ent- 
sprechenden Paaren von invasivem Kolonkarzinom/ normalem Epithel 
und invasivem Brustkarzinom/ normal em Epithel anf flhr t . Aktivi- 
tatsraessungen sind als V max , nmol/rain x mg DNA ausgedrvickt . Die 
Kathepsin B-Aktivitat war durchschnittlich 2 # 3fach bei den 
Kolontumoren (p<0,005) und 6,9fach bei den Brusttumoren 
(p=0,077) erhoht. 



TABBLLE 1 



KATHEPSIM 1 


p-AKTIYITAT 


BEI INVAS 


IV_EM_. HUMAN - KOLONKARZ INOM 


PROBE 


NORMAL 


TUMOR 


TUMOR/NORMAL 


1 


1,38 


4,75 


3,4 


2 


1,89 


2,25 


1,2 


3 


1,98 


6,32 


3,2 


4 


0,49 


1, 88 




5 


0,44 


0,72 


1,6 


6 


1,03 


1,92 


1,9 


7 


0,47 


1.35 


2,9 


8 


0,19 


0,33 


1 > 7 


9 


1,07 


0,90 


0,8 


10 


0,33 


0,88 


2,7 


Durchschnitt 


0.93 


2,1? 


2.3 


KATHEPSIN B-AKTIVITAT 


HPT TW17TIG" 


HTJMAN-BRUBTKARZINOM 


PROBE 


NORMAL 


TOMQR, 


TUMOR/NORMAL 


1 


0,63 


3,02 


4,8 


2 


0,51 


10,08 


19,8 


3 


0,61 


4,43 


7,3 


4 


2,21 


2,38 


1,1 


5 


2,06 


3,72 


1,8 


Durchschnitt 


i 1..20 


4.73 


6.9 



Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, zeigten alle ffinf Brust- 
tumoren und neun der zehn Kolontumoren eine erh&hte Kathepsin B- 
Aktivitat im Vergleich zu entsprechenden Anzahlen nonnaler 
Zellen desselben Patienten (Tabelle 1) . Die erh&hte Aktivit&t 
lag bei den Kolontumoren im Bereich von 19% bis 283%, mit einera 
durchschnitt lichen Anstieg bei Tumoren von mehr als dem Zwei- 
fachen. Der Anstieg der Kathepsin B-Aktivitat war bei Brust- 
tumoren deutlicher, wobei der durchschnitt liche Anstieg etwas 
weniger als siebenfach war. 

Beispiel 2 

Bei diesera Beispiel wurde eine Polymerasekettenreaktions- 
(PCR) -Analyse durchgef \lhrt . Auf Basis der frvlher berichteteh 
cDNA- Sequenzen von 72 kDa-Typ IV-Kollagenase wurden sense und 
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antisense-Oligonucleotid-Primer fCLr die Amplif ikation der Enzym- 
Aktivierungsstelle aynthetisiert (M. Onisto et al., "Reverse 
Transcription- Polymerase Chain Reaction Phenotyping of 
Metalloproteinases and Inhibitors in Tumor Matrix Invasion" , 
Diagn. Mol. Pathol., 2<2):74-80, 1993). Die paarweisen Oligo- 
nucleotid-Sequenzen waren: 5 ' -CAA TAC CTG AAC ACC TTC TA, 3 ' -CTG 
TAT GTG ATC TGG TTC TTG. Markierte PCR fiir die Einzelstrang- 
Konformationspolymorphie (single strand conformation poly- 
morphism, SSCP) wurde durch Vereinigung von Folgendem in einer 
10 Mikroliter-Reaktionsmischung erhalten: 1 pi lOXPCR-Puf f er 
(100 mM Tris-HCl, pH 8,3; 500 mM KC1; 15 mM MgCl a ; 0,1% 
Gew./Vol. Gelatine); 1 /U DNA-Extraktionspuf f er ; 50 pmol von 
jedera Primer; 20 nmol von jeweils dCTP, dGTP, dTTT und dATP; 
0,2 fil C 32 P]dCTP (6000 Ci/ramol) ; und 0,1 Einheit Taq DNA Poly- 
merase. Die Amplif izierungsreaktion wurde far 30 Zyklen bei 95°c 
30 s lang, bei 60°C 30 s lang und bei 72°C 30 s lang durchge- 
fiihrt- 

Pig, 6a zeigt die Expression von MMP-2 in zehn Fallen von 
invasivem Kolonkarzinora im Vergleich zu normaler Kolonschleim- 
haut derselben Patienten. Die graphischen Blockdarstellungen 
zeigen einen Anstieg ura das etwa Dreifache bei der 72 kDa- Pro- 
Form des Enzyms (p<0,001) und um das Zehnfache bei der 62 kDa- 
Aktivform des Enzyms (p<0,001). 

Fig, 6b zeigt die Expression von MMP-2 in fflnf Fallen von 
invasivem Brustkarzinom. Die graphischen Blockdarstellungen 
zeigen einen entsprechenden Anstieg um das Dreifache bei der 
.72 kDa Pro-Form des Enzyms (p<0,05) und um das Zehnfache bei der 
62 kDa-Aktivf orm des Enzyms (p<0,05) . 

Die 72 kDa Pro-Typ IV-Kollagenase und die 62 kDa Aktivform 
des Enzyms war bei alien zehn Kolontumoren und alien filnf Brust- 
tumoren im Vergleich zu normalem Gewebe desselben Patienten 
erhSht* Der Anstieg war bei der 62 kDa-Aktivf orm des Enzyms 
h6her, welches durchschnittlich um das Zehnfache sowohl bei den 
Kolon- als auch bei den Brusttumoren im Vergleich zu normalem 
Kontrollgewebe erh6ht war. Die Menge des 72 kDa Pro -Enzyms war 
durchschnittlich um das Dreifache bei beiden Tumortypen erhdht. 
Sowohl far die Brust- als auch fttr die Kolontumoren war der 
Anstieg des 62 kDa Aktiv-Enzyms variabler als der des Pro- 
Enzyms . Der Anstieg des 62 kDa Aktiv-Enzyms lag bei Tumoren im 



Bereich vom Drei- bis Zwanzigfachen, wShrend der Anstieg des 
72 kDa- Pro -Enzyme durchgehend im Bereich des Zwei- bis Ftinf- 
fachen lag. Diese Ergebnisse sind den Feststellungen von Davis 
et al. ("Activity of Type IV Collagenases in Benign and 
Malignant Breast Disease" Br. J. Cancer, 67:1126-1131, 1993) 
ahnlich, die diese kilrzlich bei ihrer Analyse von Huraan-Brust- 
tumoren machten. Diese Autoren fflhrten eine Zymogramm- Analyse 
von Gewebeschnitten von menschlichen Brustkrebspatienten durch. 
Diese Analysen zeigten, daS die Praktion des gesamten MMP-2, das 
als die 62 kDa Aktivierte Form anwesend war, bei b5sartiger 
Erkrankung statistisch erhoht war, und ein hoher Anteil dieser 
aktiven Enzym-Spezies wurde bei Tumoren hoheren Grades nachge- 
wiesen. Die vorliegende Erfindung verlangert diese Analyse, 
indem sowohl 72 kDa- als auch 62 kDa-Forraen des Enzyms in 
epezifischen Bereichen von invasivera Tumor und entsprechendera 
normalem Kontroll-Epithel desselben Patienten verglichen und 
quant if iziert wurden. 
Beispjel 3: 

Bei diesem Beispiel wurde eine Strang-Konformationspoly- 
morphie- (SSCP) -Analyse durchgeftihrt . Markierte, amplif izierte 
DNA wurde mit einem gleichen Volumen von Formamid-Beladungsfarbe 
(95% Formaraid; 20 inM EDTA; 0,05% Bromphenolblau und 0,05% 
Xylolzyanol) gemischt. Die Proben wurden 5 rain lang bei 95°C 
denaturiert und auf ein Gel geladen, welches aus 6% Acrylamid 
(49:1 Acrylamid : bis ) , 5% Glyzerin und 0,6X TBE bestand. Die 
Proben wurden bei 8W, bei Raumtemperatur Ctber Nacht der Elektro- 
phorese unterzogen. Die Gels wurden auf 3 mm Whatman- Papier 
libertragen, getrocknet, und eine Autoradiographie wurde mit 
Kodak X-OMAT-Film durchgefdbrt . 

Fig. 7 zeigt die SSCP-Analyse der MMP-2-Aktivierungsstelle . 
Die Figur zeigt reprSsentative F&lle normaler Kolon-Schleimhaut 
im Vergleich zu invasivem Kolonkarzinom, und normales Brust- 
gewebe im Vergleich zu invasivem Brustkarzinom. Es wird kein 
Unterschied festgestellt zwischen den normalen und den Tumor - 
proben. Die beiden Bande in jeder Spur represent ieren Einzel- 
und Doppelformen von DNA. Ahnliche Ergebnisse wurden fxlr zehn 
Kolonkarzinome und vier Brustkarzinome erhalten. 

Urn zu beurteilen, ob erhGhte Tumormengen von aktiviertem 
MMP-2 auf eine Mutation im Enzym zurdckzuf Ohren sind, wurde die 



PGR verwendet, urn die DNA zu amplif izieren, welche fQr die 
Aktivieningsstelle von Gelatinase A aue den Kolon- und Brust- 
tumoren codiert. Die Aktivierungestelle befindet sich 10 kDa vom 
N-Terminus des Enzyms entfernt und enth&lt die Spaltungsstelle, 
die das 72 kDa Pro-Enzym in die 62 kDa aktive Spezies OberfOhrt. 
Amplifizierung und Analyse dieses Bereichs mittels PGR und SSCP 
zeigten keine nachweisbaren Mutationen bei irgendeinem der zehn 
Kolontumoren und vier Brust tumoren, die untersucht wurden. Diese 
Ergebnisse lassen vermuten, dafi die erhdhten Mengen an aktivem 
Enzym bei invasiven Tumoren hochstwahrscheinlich auf eine Tumor- 
assoziierte Aktivierungs- Spezies zurttckzuftihren ist. Es wurde 
feetgestellt, dafi die Empf indlichkeit der PCR -Amplif izierung der 
DNA aus der Mikrodissektion unterzogenen Gef riergewebeschnitten 
weniger ale ein Hochleistungsf eld ist. Ahnlich der Amplif izie- 
rung der DNA wurde eine Amplif izierung von mRNA aus kleinen 
Zellpopulationen gemSfi der vorliegenden Erfindung unter Ver- 
wendung von Revers-PCR durchgef CLhrt ♦ 

Eine frOhere Untersuchung zeigte, daS MMP-2 beim Human - 
Kolonkarzinom vermehrt vorkommen. KCLrzlich wurde jedoch bei 
mehreren Untersuchungen, bei welchen eine in si tu- Hybrid is ie- 
rungsanalyse verwendet wurde, berichtet, dafi die mRNA-Menge von 
MMP-2 bei Human 1 - Kolonkarzinom in den Stroma-Zellen im Gegensatz 
zu den Tumorzellen erhfcht ist. Urn dieser Moglichkeit nachzu- 
gehen, wurden Gef riergewebeschnitte der Mikrodissektion unter- 
zogen, um die Enzymmengen von MMP-2 in separaten Tumor- und 
Stroma-Zellpopulatiohen zu mesaen, Axis einem einzigen Hoch- 
leistungsf eld wurde genilgend Gewebe gewonnen, um die Enzymmengen 
mittels Zymographie zu quantif izieren. Untersuchungen invasiver 
Tumorzellen und benachbarter Stroma aus drei Fallen zeigen an, 
daS die 72 kDa pro-MMP-2- und die aktive 62 kDa-Form sowohl mit 
Tumorzell- als auch mit Stroma- Zellpopulationen assoziiert sind. 
Vorlaufige Daten deuten darauf bin, dafi die grSSten Enzymmengen 
an der Tumor/St roma-Schnittstelle vorhanden sind. 

Die obigen Resultate zeigen an, dafi die Mikrodissektion von 
Gefriergewebeschnitten eine spezif ischere Analyse von Zellpopu- 
lationen in Human-Tumoren ermoglicht als herkdmmliche Techniken. 
Die Mikrodissektion kann in Kombination mit einer Reihe ver- 
schiedener Techniken verwendet werden, die eine Analyse von 
Enzymen, mRNA und DNA aus reinen Populationen oder Sub-Popula- 



tionen bestimmter Zelltypen erm&glichen. Diese einfache Technik 
kann bei der Charakterisierung der Proteaseverteilung wfihrend 
einer Human- Tumorinvasion niltzlich sein, wobei die Protease- 
expression in Tumor- und/oder Stroma -Zellpopulationen als 
Indikator f<lr die Agressivit&t des Tumors genau bestimmt wird 
und die Wirksamkeit therapeutischer Anti- Protease -Mitt el bei der 
Hemmung der Protease -Aktivitfct an der Tumor-Stroma-Schnittstelle 
tiberwacht wird, AuSerdem kann eine Kombination dieser Mikrodis- 
sektionstechixik mit PGR, RT-PCR, Differential -Display und SSCP 
genetische VerAnderungen bei spezif ischen Sub-Populationen von 
Tumor- oder Stroma-Zellen identif izieren, die bei heterogenen 
Human- Tumorproben nicht off enbar wAren. 

Obwohl die vorliegende Erf indung unter Bezugnahme auf beson- 
dere Einrichtungen, Materialien und AusfGhrungsformen beschrie- 
ben wurde, kann der Pachmann aus der vorhergehenden Beschreibung 
die wesentlichen Charakteristika der vorliegenden Erfindung 
leicht erkennen, und verechiedene Anderungen und Modif izierungen 
kdnnen vorgenommen werden, urn die verschiedenen Verwendungen und 
Charakteristika zu adapt ieren ohne vom Bereich der vorliegenden 
Erfindung, wie er durch die nachfolgenden Patentansprflche 
beschrieben ist, abzuweichen. 
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PatentansprQche : 

1. Verfahren zur direkten Extraktion von Zellraaterial aus 
einer Gewebeprobe, umfassend: 

a) dae Vorsehen einer auf einem Objekttrdger angebrachten 
Gewebeprobe mit einer Vielzahl von Zonen von Zellen ; 

b) die Bildung eines Bildfeldes von Zellen dieser Gewebe- 
probe unter Verwendung eines Mikroskops; 

c) dae Identif izieren mindestens einer Zone von Zellen, an 
welchen ein Interesse besteht, in diesem Bildfeld der Zellen, 
wobei die mindestenB eine Zone der Zellen, an welchen ein Inter- 
esse besteht, eine andere Zellart aufweist als eine benachbarte 
Zone von Zellen/ 

d) das Extrahieren dieser mindestens einen Zone von Zellen, 
an welchen ein Interesse besteht, aus dieser Gewebeprobe durch 
Mikrodissektion durch: 

dl) i) Kontaktieren der mindestens einen Zone von Zellen, an 
welchen ein Interesse besteht, mit einer an der Spitze mit Kleb- 
stoff versehenen Sonde, die einen Kontaktf l&chenbereich hat, der 
gleich oder nicht groSer als ein FlSchenbereich der mindestens 
einen Zone von Zellen ist, an welchen ein Interesse besteht, wo- 
bei die relative Klebestirke des Klebstoffs an der Spitze dieser 
Sonde groSer ist als die Klebestflrke der einen Zone von Zellen, 
an welchen ein Interesse besteht, auf dem Objekttrager; und 
nachfolgendes 

dl) ii) Zuriickziehen der an der Spitze mit Klebstoff verse- 
henen Sonde aus der Position des Kontakts mit der Gewebeprobe, 
wodurch bewirkt wird, daS die mindestens eine Zone von Zellen, 
an welchen ein Interesse besteht, im Bildfeld der Zellen, die am 
Kontaktf l&chenbereich der an der Spitze mit Klebstoff versehenen 
Sonde haften, durch Mikrodissektion weggezogen werden; bevor 
schliefilich 

e) die extrahierte mindestens eine Zone von Zellen, an wel- 
chen ein Interesse besteht, analysiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Klebstoff ein Kleb- 
stoff /Ext raktionsreagens 1st, das eine L 6 sung von Piccolyt in 
Xylol umfafit. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die mindeatens eine 
Zone von Zellen, an welchen ein Intereese besteht, eine Mehrzahl 
von Zellen derselben Art enth&lt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprflche, wobei 
die mindeatens eine Zone von Zellen, an welchen ein Interesse 
besteht, eine einzige Zelle enthait. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprftche, wobei 
das Extrahieren der mindestens einen Zone von Zellen, an welchen 
ein Interesse besteht, aus der Gewebeprobe automatieiert ist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, wobei 
das Analysieren auf einem autOmatisierten Analysator durchge- 
ftihrt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die extrahierte Zone von 
Zellen, an welchen ein Interesse besteht, auf den automat ischen 
Analysator trans feriert wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei 
die extrahierte Zone von Zellen im Hinblick auf Enzyme, 
Antigene, DNA oder RNA analyisert wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprdche, wobei 
das Bild auf einem Display-Monitor angezeigt wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspnlche, wobei 
die Gewebeprobe vor der Bildung des Bildfeldes gef&rbt wird und 
die F&rbung zur Indent if izierung der mindestens einen Zone von 
Zellen, an welchen ein Interesse besteht, ira Bildfeld der Zellen 
verwendet wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die mindestens eine Zone 
von Zellen, an welchen ein Interesse besteht, im Bildfeld der 
Zellen durch ein automat isiertes Kontrast-Identif ikationsver- 
fahren identif iziert wird. 



12. Verfahren zur direkten Extraction von Zellmaterial aus 



einer Gewebeprobe nach Anspruch l r wobei die mindestens eine 
Zone von Zellen, an welchen ein Interesse besteht, aus einem 
Mltglied ausgewfthlt aus der Gruppe bestehend aus RNA, DNA und 
Proteinen besteht. 
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